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@ COMPOSITION PHARMACEUTIQUE CONTRE LES TUMEURS ET INFECTIONS A PAPILLOMAVIRUS. 



fe?) La presente invention concerne une composition phar- 
mSceutique destinee au traitement ou a la prevention d'une 
infection ou tumeur a papillomavirus qui comprend a titre 
d'agents therapeutlques un polypeptide originaire d'une re- 
gion precoce et un polypeptide originaire d'une region tar- 
dive d'un papillomavirus eventuellement associe a un poly- 
peptide ayant une activite immunostimulatrice ou un 
polypeptide originaire d'une region precoce ou tardive d'un 
papillomavirus et un polypeptide ayant une activite immu- 
nostimulatrice ou, de maniere alternative, un vecteur re- 
combinant dans lequel sont inseres les fragments d'ADN 
codant pour les combinaisons de polypeptides citees ci- 
dessus. 
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Composition pharniaceutique 
contre les tumeurs et infections a papillomavirus 



La presente invention a pour objet une composition pharmaceutique destinee au 
traitement ou la prevention des lesions associees aux papillomavirus et plus 
particulierement aux papillomavirus humains (HPV) de type 16, 18, 31, 33 et 45. 

Les papillomavirus sont des virus a ADN possedant un genome circulaire d'environ 
7900 paires de bases entoure par une capside proteique. Un certain nombre de 
types de papillomavirus bovins (BPV), humains (HPV) ont ete identifies et leur 
genome sequence (Pfister, 1 987, in The papovavihdae : The Papillomaviruses 
(edition Salzman et Howley) Plenum Press, New York, p 1-38), II comprend une 
region precoce et une region tardive. La region tardive contient deux cadres de 
lecture LI et L2 qui codent pour les composants majeurs de la capside. La region 
precoce contient au moins les cadres de lecture El, E2, E4, E5, E6 et E7. Les 
produits d'expression El et E2 regulent la replication virale et Texpression des 
genes viraux alors que ceux des regions E5, E6 et E7 sont impliques dans les 
processus de transformation oncogenique des cellules infectees. En efFet, il a ete 
montre experimentalement que la proteine E5 de BPV-1 peut in vitro transformer 
des cellules (Schlegel et aL, 1986, Science 2i3, 464-467). Les proteines E6 de 
BPV-1 et E7 de HPV- 16 sont impliquees dans Tinduction et le maintien de la 
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transformation oncogene. Le pouvoir transformant de E7 a ete demontre pour 
HPV-16 at HPV-IS (Kanda et al., 1988, J. Virol. 62, 610-613 ; Vousden et aL, 
1988, Oncogene Res. i, 1-9 ; Bedell et al., 1987, J. Virol. 6/, 3635-3640). U n'a 
pas ete mis en evidence de fonction a E4. 

5 

Chez rhomme, les HPV sont associes a des pathologies allant de I'infection benigne 
de la peau aux verrues et aux tumeurs malignes. Ces virus sont hautement 
specifiques des epithelium de Tepiderme des voies genitales, orales et respiratoires. 
Les donnees epidemiologiques suggerent fortement le role de certaines souches 

10 dans le cancer du col de Tuterus et des voies basses, en particulier les HPV-16 et 
18 et a un moindre degre les HPV-31, 33 et 45. Le cancer du col uterin est la 
deuxieme cause de cancer feminin dans le monde. Selon TOMS, 460000 nouveaux 
cas sont repertories chaque annee dont 200000 cas au moins sont clairement 
associes aux HPV. Toute une serie d*etudes demontre le role transformant de ces 

15 virus, leur integration specifique dans le genome des cellules neoplasiques, leur 
activite genique dans les cellules cancereuses et importance de I'expression des 
genes precoces E6 et E7 dans le maintien du phenotype malin des cellules 
neoplasiques HPV positives (Monsenego, J. Impact Medecin, 1 1 mars 1994). 

20 Les pathologies associees aux virus HPV posent un probleme therapeutique du fait 
de leur nature persistante et recurrente. De nombreuses approches ont deja ete 
utilisees dans le traitement de ces maladies comme la chirurgie, la chimiotherapie, 
les agents antiviraux et I'immunotherapie. 

25 A cet egard, le brevet europeen EP 0 462 187 decrit une approche de vaccination 
utilisant les genes precoces des papillomavirus pour etablir une immunite a Tegard 
des tumeurs resultant de I'integration du genome HPV dans TADN cellulaire et 
dans lesquelles les proteines de la capside ne sont plus exprimees. La demande WO 
93/02184 enseigne une approche therapeutique basee sur I'utilisation des antigenes 

30 de capside a titre d'agents immunogenes. Ces documents ne suggerent pas la 
possibilite d'associer Teflfet preventif procure par les polypeptides precoces et TefFet 
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curatif confere par les polypeptides tardifs des papillomaviais pour generer des 
compositions adaptees a Tensemble des pathologies graves dues aux HPV. Par 
ailleurs, au cours des dernieres annees, il a ete propose d*utiliser des polypeptides 
ayant une activite immunostiniulatrice dans le but d'activer les cellules T avec un 
resuitat plus ou moins benefique salon les pathologies ciblees (voir par exemple 
WO 96/ 11279). 

La presente invention concerne plus precisement une preparation basee sur un 
melange d'antigenes originaires des regions precoces et tardives d'un 
papillomavirus ou un vecteur les exprimant simultanement, dans le but d'etablir une 
irmnunite durable a Tencontre des cellules infectees. Les candidats vaccins proposes 
dans le cadre de la presente invention peuvent etre utilises a titre preventif 
(immunoprophylaxie) pour limiter le developpement ou la propagation de 
rinfection virale aux tissus voisins ou a titre curatif (immunotherapie) pour 
empecher ou reduire une evolution tumorale chez les patientes infectees. 
L'utilisation des antigenes de capside va induire ia production d'anticorps contre 
les epitopes antigeniques localises a la surface des particules virales empechant 
rinfection de s'etablir durablement. L*usage des proteines precoces va permettre 
d'induire une immunite a I'encontre des cellules infectees apres integration de 
TADN viral. 

La presente invention fournit egalement une preparation associant un polypeptide 
originaire d'un papillomavirus et une molecule immunostimuiatrice. Un des 
avantages d'une telle composition est qu'elle combine I'immunite specifique induite 
par les antigenes viraux et Timmunite aspecifique induite par la molecule 
immunostimuiatrice et destinee a renforcer la reponse specifique. 

Le but de la presente invention est de mettre a la disposition du public des 
compositions pharmaceutiques permettant le traitement des infections a HPV et 
plus particulierement les pathologies graves telles que le cancer du col de I'uterus, 
d'une efFicacite amelioree par rapport aux compositions de I'art anterieur. 
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Cest pourquoi la presente invention a pour objet une composition pharmaceutique 
destinee au traitement ou a la prevention d'une infection ou tumeur a 
papillomavirus qui comprend a titre d'agents therapeutiques : 

(1) au moins un polypeptide originaire de la region precoce d'un 
papillomavirus et au moins un polypeptide originaire de la region 
tardive d'un papillomavirus, 

(2) au moins un polypeptide originaire de la region precoce d'un 
papillomavirus, au moins un polypeptide originaire de la region 
tardive d'un papillomavirus et au moins un polypeptide ayant une 
activite immunostimulatrice, ou 

(3) au moins un polypeptide originaire d'une region precoce ou tardive 
d*un papillomavirus et au moins un polypeptide ayant une activite 
immunostimulatrice. 

D'une maniere generate, le terme polypeptide fait reference a tout ou partie du 
polypeptide natif, a un polypeptide chimere resultant de la fusion de sequences 
d'origines differentes ou a un variant caracterise par au moins une mutation 
(deletion, insertion et/ou substitution) d'un acide amine. De maniere plus 
particuliere, un polypeptide en usage dans le cadre de la presente invention a 
notaniment une sequence en acides amines dont le degre de similarite avec la 
sequence de la proteine native est superieur a 75 %, avantageusement, superieur 
a 85 % et, de preference, superieur a 95 %. Le degre de similarite peut etre 
aisement calcule a I'aide d'un programme ordinateur approprie ou en alignant les 
sequences de maniere a obtenir le degre maximal d'homologie et en comptabilisant 
le nombre de positions dans lesquelles les acides amines des deux sequences se 
retrouvent a I'identique par rapport au nombre total de positions. La sequence des 
genomes de HPV-16 et de HPV-18 est divulguee dans Genebank aux numeros 
d'accession K02718 et X05015 respectivement. 

Comme rappele precedemment, le genome des virus de la famille des 
papillomavirus, en particulier BPV et HPV, code pour au moins 8 polypeptides. 
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deux polypeptides tardifs LI et L2 composant la capside virale et 6 polypeptides 
precoces (El, E2, E4, E5, E6 et E7) impliques dans la regulation, le maintien du 
genome viral et la transformation des cellules infectees, 

5 Bien que Tensemble des proteines precoces d*un papillomavirus puisse etre utilise 
dans le cadre de la presente invention, on choisit avantageusement de mettre en 
oeuvre un polypeptide derive de la proteine E6, de la proteine E7 ou des proteines 
E6 et E7. II peut etre avantageux d'avoir recours a un variant non oncogene mute 
au niveau des regions impliquees dans le processus de transformation des cellules 
10 infectees, De tels variants sont decrits dans la litterature (Munger et al., 1989, 
EMBO I 4099-4105 ; Crook et al., 1991, Cell 67, 547-556 ; Heck et al, 1992, 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA5P, 4442-4446 ; Phelps et al, 1992, J, Virol. 66, 2418- 
2427). 

1 5 Un polypeptide prefere originaire de la region tardive d'un papillomavirus derive 
de la proteine LI, de la proteine L2 ou des proteines LI et L2. 

Selon les modes de realisation (2) et (3) particulierement avantageux, une 
composition selon invention comprend egalement un polypeptide ayant une 

20 activite immunostimulatrice. Par "immunostimulatrice", on entend la capacite a 
stimuler une reponse immunitaire humorale en activant les lymphocytes B afin 
d'amplifier la production d^anticorps diriges contre les antigenes de papillomavirus 
ou a stimuler une reponse immunitaire a mediation cellulaire en activant les 
lymphocytes T afin de declencher une reponse cytotoxique significative a I'encontre 

25 de cellules tumorales ou infectees par un papillomavirus. A titre indicatif, 
rimmunostimulation peut etre evaluee en modele animal (par comparaison du taux 
de rejet dans un animal auquel on a greffe une tumeur exprimant Tantigene cible, 
ceci en presence et en absence de Timmunostimulateur). D'une maniere plus 
generale, les moyens pour mettre en evidence une immunostimulation sont indiques 

30 dans Roitt (in Imnimiology^ 4th edition, Moby Ltd). 
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On peut utiliser une molecule immunostimulatrice native telle que trouvee dans un 
manimifere et, en particulier chez I'homme, une partie de celle-ci, une molecule 
chimerique provenant de la fusion de sequences d*origines diverses ou un mutant, 
a la condition toutefois de conserver la fonction immunostimulatrice. Parmi toutes 
les molecules envisageables, on preferera mettre en oeuvre un polypeptide 
constitue par ou derive de rinterleukine-2, de Tinterleukine- 12 et des molecules de 
co-adhesion B7.1 et B7.2, rinterleukine-2 et la molecule B7.1 etant 
particulierement preferees dans le cadre de la presente invention. 

Une composition preferee selon Tinvention comprend : 

(1) un polypeptide originaire de la region E6, un polypeptide originaire de la 
region E7, un polypeptide originaire de la region LI et un polypeptide 
originaire de la region L2 d'un papillomavirus, 

(2) un polypeptide originaire de la region E6, un polypeptide originaire de la 
region E7 d'un papillomavirus et un polypeptide derive de rinterIeukine-2, 

(3) un polypeptide originaire de la region E6, un polypeptide originaire de la 
region E7 d'un papillomavirus et un polypeptide derive de la molecule 
B7.1, 

(4) un polypeptide originaire de la region E6, un polypeptide originaire de la 
region E7 d*un papillomavirus, un polypeptide derive de la molecule B7. 1 
et un polypeptide derive de rinterleukine-2, 

(5) un polypeptide originaire de la region E6, un polypeptide originaire de la 
region E7, un polypeptide originaire de la region LI, un polypeptide 
originaire de la region L2 d'un papillomavirus et un polypeptide derive de 
rinterleukine-2, 

(6) un polypeptide originaire de la region E6, un polypeptide originaire de la 
region E7, un polypeptide originaire de la region LI, un polypeptide 
originaire de la region L2 d'un papillomavirus et un polypeptide derive de 
la molecule B7. 1, ou 

(7) un polypeptide originaire de la region E6, un polypeptide originaire de ta 
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region E7, un polypeptide originaire de la region LI, un polypeptide 
originaire de la region L2 d'un papillomavirus, un polypeptide derive de la 
molecule B7. 1 et un polypeptide derive de rinterIeukine-2. 

Etant donne les observations rappelees plus haut sur la frequence d'infection par 
certains types d'HPV dans les cas de cancer du col de I'uterus, une composition 
selon I'invention comprend un polypeptide originaire d*un papillomavirus a risque, 
de type HPV-16, HPV-18, HPV-31, HPV-33 et/ou HPV-45 et en particulier du 
virus HPV-16. Bien entendu, dans le cas ou la composition inclut plusieurs 
antigenes de papillomavirus, ceux-ci peuvent etre d'une origine commune ou 
difFerente. 

D'une maniere generale, un polypeptide originaire d'un papillomavirus ou ayant une 
activite immunostimulatrice peut etre produit par les methodes conventionnelles 
de synthese chimique ou bien par les techniques de I'ADN recombinant (voir par 
exemple Maniatis et al., 1989, Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, 
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY). Plus particulierement, un procede de 
preparation comprend I'acte de cultiver une cellule transformee par un fragment 
d'ADN codant pour le polypeptide en question pour generer une cellule 
productrice et I'acte de recolter ledit polypeptide a partir de la culture. La cellule 
productrice peut etre d'une origine quelconque et sans limitation, une bacterie, une 
levure ou bien une cellule de mammifere, dans la mesure ou le fragment d'ADN 
considere est soit integre dans son genome soit integre dans un vecteur 
d'expression approprie capable de se repliquer. Bien entendu, le fragment d'ADN 
est place sous le controle de signaux de transcription et de traduction permettant 
son expression dans la cellule productrice. Vecteurs d'expression et signaux de 
controle sont connus de I'homme du metier. 

La presente invention vise egalement une composition pharmaceutique destinee au 
traitement ou a la prevention d'une infection ou tumeur a papillomavirus qui 
comprend a titre d'agent(s) therapeutique(s) un ou plusieurs vecteur(s) 
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recombinant(s) dans le(s)quel(s) sont inseres des fragments d'ADN codant pour : 

(1) au moins un polypeptide originaire de la region precoce d*un papillomavirus 
et au moins un polypeptide originaire de la region tardive d'un 
papillomavirus, 

(2) au moins un polypeptide originaire de la region precoce d'un 
papillomavinjs, au moins un polypeptide originaire de la region tardive d'un 
papillomavirus et au moins un polypeptide ayant une activite 
immunostimulatrice, ou 

(3) au moins un polypeptide originaire d'une region precoce ou tardive d'un 
papillomavirus et au moins un polypeptide ayant une activite 
immunostimulatrice ; 

lesdits fragments d'ADN etant places sous le controle des elements necessaires a 
leur expression dans une cellule ou un organisme bote. 

Selon cette alternative par ailleurs preferee, I'agent therapeutique est un vecteur 
dans lequel sont inseres les fragments d'ADN codant pour les polypeptides 
originaires d'un papillomavirus ou immunostimulateurs tels que definis 
precedemment. Ce type de composition presente I'avantage d'une production bon 
marche et d'une grande stabilite dans des conditions d'environnement varices. En 
particulier, les conditions de conservation sont moins contraignantes. 

Les fragments d'ADN codant pour un polypeptide originaire d'un papillomavirus 
peuvent etre obtenus par clonage, par PCR (Polymerase Chain Reaction) ou par 
synthese chimique selon les techniques conventionnelles communement en usage 
a partir de cellules papillomavirus positives obtenues de patients ou de collections. 

Le gene codant pour un polypeptide ayant une activite immunostimulatrice peut 
egalement etre isole selon les techniques standards a partir du genome d'une cellule 
(type genomique) ou des ARN messagers d'une cellule dans laquelle il est exprime 
(type ADN complementaire). Par ailleurs, le gene en question peut coder pour (i) 
une molecule soluble, soit intracellulaire soit secretee dans le milieu exterieur ou 



^ 2751879 

-9- 



(ii) une molecule ancree dans la membrane et done presente a la surface des cellules 
qui Texpriment. 

Un vecteur recombinant prefere dans le cadre de Tinvention est un vecteur viral 
5 dans le genome duquel ont ete inseres les fragments d'ADN precites de maniere a 
permettre leur transfert et leur expression dans une cellule ou un organisme hote. 
Un vecteur viral pouvant etre mis en oeuvre dans le cadre de la presente invention, 
peut etre derive notamment d*un poxvirus, d'un adenovirus, d*un retrovirus, d*un 
virus de Therpes ou d'un virus associe a Tadenovirus. Avantageusement, il s*agira 
10 d*un vecteur non-integratif et d'une virulence attenuee. De tels vecteurs ainsi que 
leurs techniques de preparation sont connus de I'homme de I'art. 

Dans le cas ou Ton met en oeuvre un vecteur adenoviral, on aura de preference 
recours a un vecteur non replicatif par deletion de regions essentielles a la 

15 replication et, notamment, de la majorite de la region El afin d'eviter sa 
propagation au sein de I'organisme hote ou I'environnement. II va de soi que Ton 
peut modifier ou deleter d'autres regions du genome adenoviral, dans la mesure ou 
les fonctions essentielles defectives sont complementees en irofis. Un vecteur 
adenoviral prefere selon I'invention retiendra les sequences essentielles a 

20 I'encapsidation, a savoir les ITRs (Inverted Terminal Repeat) 5' et 3' et la region 
d'encapsidation. Les difFerents vecteurs adenoviraux ainsi que leurs techniques de 
preparation sont conventionnels et sont decrits dans Graham et Prevect (1991, in 
Methods in Molecular Biology^ vol 7, p 109-128 ; Ed : EJ. Murey, The Human 
Press Inc.) et la demande internationale WO 94/28152. S'il s'agit d'un retrovirus, 

25 on conserve les LTRs (Long Terminal Repeat) et les sequences d'encapsidation 
(voir par exemple Naviaux et Verma, 1992, Current Opinion in Biotechnology i, 
540-547). 

Selon un mode de realisation avantageux, un vecteur viral recombinant selon 
30 I'invention derive d'un poxvirus et, notamment, d'un poxvirus aviaire, tel que le 
poxvirus du canari, d'un fowlpox ou d'un virus de la vaccine, ce dernier etant 



BNSOOCID: <FR 275ie79A1 J_> 



2751879 



- 10- 

prefere. Parmi tous les virus de la vaccine envisageables dans le cadre de la 
presente invention, on choisit de preference les souches Copenhague, Wyeth et 
Ankara modifiee (MVA pour Modified Vaccinia Virus Ankara). Les conditions 
generates d'obtention d'un virus de la vaccine capable d'exprimer un gene 
heterologue sont enseignees dans le brevet europeen EP 83 286 et la demande EP 
206 920. Quant au virus MVA, il est plus particulierement decrit dans (Mayr et al., 
1975, Infection 3, 6-14 ; Sutter et Moss, 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 
10847-10851). 

Bien entendu, dans le cadre de la presente invention, les fragments d*ADN sont 
places sous le controle des elements necessaires a leur expression. Ceux-ci incluent 
les elements appropries de regulation de la transcription ainsi que des signaux 
d^initiation et de terminaison de la traduction. Le promoteur revet une importance 
particuliere. D*une fagon generale, on aura recours a un promoteur fonctionnel 
dans I'organisme ou la cellule bote que Ton veut traiter et adapte au vecteur 
employe. En outre, il peut etre modifie de maniere a contenir des sequences 
regulatrices, par exemple un element activateur de la transcription ou des 
sequences repondant a certains signaux cellulaires. A cet egard, il peut etre 
avantageux d'utiliser un promoteur tissu-specifique puisque les lesions associees 
aux papillomavirus sont localisees au niveau des voies genitales ou un promoteur 
repondant a des signaux specifiquement tumoraux (par exemple active en presence 
de facteurs de croissance generalement surexprimes par les cellules tumorales) afm 
de limiter Texpression aux seules cellules tumorales. 

Parmi les promoteurs envisageables dans le cadre de invention, on peut citer les 
promoteurs SV40 (Virus Simian 40), HMG (Hydroxy-Methyl-Glutaryl-coenzyme 
A), TK (Thymidine Kinase), CMV (cytomegalovirus), RSV (Rous Sarcoma 
Virus), le MLP (Major Late Promoter) de Tadenovirus adaptes au vecteur 
adenoviraux et le LTR du Mo-MLV (Moloney Murine Leukemia Virus) plus 
specifiques aux vecteurs retroviraux. Lorsque le vecteur derive d'un poxvirus, de 
preference le promoteur sera le promoteur d'un gene du poxvirus utilise, par 
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exemple le promoteur du gene codant pour la proteine 7,5K, H5R, TK ou KIL du 
virus de la vaccine. Ces derniers sont decrits dans la litterature at peuvent etre 
clones a partir du genome viral par les techniques classiques. 

Par ailleurs, les elements necessaires a Texpression peuvent egalement comporter 
des sequences ameliorant Texpression ou le maintien dans la cellule hote (intron, 
sequence signal, sequence terminatrice de la transcription, site d*initiation de la 
traduction, sequences modifiant la presentation du polypeptide aux cellules du 
systeme immunitaires de I'hote....). Cependant, s'agissant d*un vecteur derive d'un 
poxvirus, on evitera I'emploi d'introns. 

Une composition selon I'invention peut etre obtenue soit avec plusieurs vecteurs 
recombinants exprimant chacun un polypeptide donne soit avec un seul vecteur 
exprimant les fragments d'AJDN correspondant aux polypeptides choisis places sous 
le controle d'elements independants ou communs. Selon cette derniere option, on 
peut avoir recours a des sequences permettant d'initier la traduction de maniere 
interne (IRES) ou a des fusions en phase des differents genes. 

Les conditions generales d'obtention d'un vecteur recombinant en usage dans la 
presente invention sont largement decrits dans I'etat de la technique. S'agissant d'un 
vecteur poxviral, on peut se referer au brevet europeen EP 83 286 dont le contenu 
est ici incorpore par reference. Ces conditions sont applicables aux autres virus 
acceptables comme vecteur qui possedent une region genomique non essentielle 
dans Jaquelle les blocs d'expression peuvent etre incorpores. Bien entendu, ils 
peuvent etre inseres dans le meme locus ou un locus different. Par exemple, lorsque 
Ton utilise un virus de la vaccine de la souche Copenhague, le site d'insertion 
prefere est le locus TK et/ou le locus KIL. L'insertion au niveau du gene viral TK 
a pour efFet d*inactiver celui-ci et ainsi faciliter la selection des recombinants. Dans 
le cadre d'un virus de la vaccine de la souche MVA, I'insertion des genes de 
papillomavirus et immunostimulateurs peut etre realisee au sein d'une des excisions 
I a VI et, de preference, la zone d'excision II ou III (Meyer et al., 1991, J. Gen. 
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Virol. 72, 1031-1038 ; Sutter et aK, 1994, Vaccine 12, 1032-1040). 



Conformement aux buts poursuivis par la presente invention, un vecteur 
recombinant peut en outre comprendre un bloc d'expression d'un gene marqueur 
de selection afin de faciliter les etapes d'isolement et de purification du virus 
recombinant. On peut citer notamment le gene Neo conferant la resistance a 
Tantibiotique G418, le gene pac de resistance a la puromycine, le gene TK du virus 
de I'herpes simplex de type I (HSV-1) qui confere la sensibilite a certains 
analogues de nucleosides tels que le ganciclovir ou Tacyclovir, les genes bacteriens 
lacZcodant pour la P-galactosidase eigiisA codant pour la P-glucuronidase. Ces 
deux derniers marqueurs enzymatiques permettent de reperer les virus 
recombinants par coloration en presence des substrats X-Gal (5-bromo-4-chloro-3- 
indolyl-p-D-galactopyranoside) et XglcA (5-bromo-6-chloro-3-indolyl-p-D- 
glucoronide) respectivement. 

Une composition pharmaceutique selon I'invention en vue du traitement ou la 
prevention d'une infection ou tumeur a papillomavirus, comprend un ou plusieurs 
vecteur(s) recombinant(s) derive(s) d'un virus de la vaccine de la souche 
Copenhague ou MVA dans le(s)quel(s) sont inseres : 

(1) un fragment d'ADN codant pour la proteine E6 d'un papillomavirus, un 
fragment d'ADN codant pour la proteine E7 d'un papillomavirus et un 
fragment d'ADN codant pour la molecule B7. 1, 

(2) un fragment d'ADN codant pour la proteine E6 d'un papillomavirus, un 
fragment d'ADN codant pour la proteine E7 d'un papillomavirus et un 
fragment d'ADN codant pour l'interleukine-2, 

(3) un fragment d'ADN codant pour la proteine E6 d'un papillomavirus, un 
fragment d'ADN codant pour la proteine E7 d'un papillomavirus, un 
fragment d'ADN codant pour la molecule B7.1 et un fragment d'ADN 
codant pour rinterleukine-2, 

(4) un fragment d'ADN codant pour la proteine E6 d'un papillomavirus, un 
fragment d'ADN codant pour la proteine E7 d'un papillomavirus, un 



- 13 - 



2751879 



fragment d'ADN codant pour la proteine LI d'un papillomavirus et un 
fragment d'ADN codant pour la proteine L2 d'un papillomavirus, 

(5) un fragment d'ADN codant pour la proteine E6 d'un papillomavirus, un 
fragment d'ADN codant pour la proteine E7 d'un papillomavirus, un 

5 fragment d'ADN codant pour la proteine LI d'un papillomavirus, un 

fragment d'ADN codant pour la proteine L2 d'un papillomavirus et un 
fragment d'ADN codant pour la molecule B7. 1, 

(6) un fragment d'ADN codant pour la proteine E6 d'un papillomavirus, un 
fragment d'ADN codant pour la proteine E7 d'un papillomavirus, un 

10 fragment d'ADN codant pour la proteine LI d'un papillomavirus, un 

fragment d'ADN codant pour la proteine L2 d'un papillomavirus et un 
fragment d'ADN codant pour rinterleukine-2, ou 

(7) un fragment d'ADN codant pour la proteine E6 d'un papillomavirus, un 
fragment d'ADN codant pour la proteine E7 d'un papillomavirus, un 

15 fragment d'ADN codant pour la proteine LI d'un papillomavirus, un 

fragment d'ADN codant pour la proteine L2 d'un papillomavirus, un 
fragment d'ADN codant pour la molecule B7. 1 et un fragment d'ADN 
codant pour rinterleukine-2. 

20 En revanche, une composition pharmaceutique selon I'invention plus 
particulierement destinee a des fins d'immunoprophylaxie, comprend un ou 
plusieurs vecteur(s) recombinant(s) derive(s) d'un virus de la vaccine de la souche 
Copenhague ou MVA dans le(s)quel(s) sont inseres : 

(1) un fragment d'ADN codant pour la proteine LI d'un papillomavirus, un 
25 fragment d'ADN codant pour la proteine L2 d'un papillomavirus et un 

fragment d'ADN codant pour la molecule B7. 1, 

(2) un fragment d'ADN codant pour la proteine LI d'un papillomavirus, un 
fragment d'ADN codant pour la proteine L2 d'un papillomavirus et un 
fragment d'ADN codant pour rinterleukine-2, ou 

30 (3) un fragment d'ADN codant pour la proteine LI d'un papillomavirus, un 
fragment d'ADN codant pour la proteine L2 d'un papillomavirus, un 
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fragment d'ADN codant pour rinterleuldne-2 et un fragment d*ADN codant 
pour la molecule B7. 1 . 

Une composition selon I'invention peut etre preparee selon les procedes connus 
dans le domaine des vaccins et les doses applicables peuvent varier dans une large 
gainme. Elles sont fonctions notamment des polypeptides et du virus employes, de 
la pathologic a traiter, de I'etat du patient et d'autres parametres qui peuvent etre 
evalues par le clinicien. Cependant, en general, la dose de virus par kilo sera de 10"* 
a 10^^ avantageusement de 10^ a 10^° et, de preference de 10^ a 10^ unites formant 
des plages (ufp) lorsque I'agent therapeutique est un vecteur viral et de 0,05 a 
500 mg, avantageusement de 0,5 a 200 mg et, de preference de 1 a 100 mg lorsque 
I'agent therapeutique est d'origine polypeptidique. 

Une composition selon I'invention peut etre administree selon n'importe quelle voie 
conventionnelle d'administration, en particulier par voie intramusculaire, sous- 
cutanee ou sous-epitheliale ou bien par scarification. Dans le cas d'une tumeur 
accessible, il est egalement possible de recourir a une injection directe dans le site 
ou a proximite de la tumeur ou a une application topicale. A titre de vaccin, une 
composition selon invention peut etre administree selon les pratiques courantes 
dans le domaine, par exemple en dose unique ou repetee une ou plusieurs fois apres 
un certain delai d'intervalle. Par contre dans le cadre d'un traitement curatif, elle 
peut etre administree frequemment pendant une periode sufFisante pour que le 
traiternent soit efficace. Lorsque I'agent therapeutique est un vecteur viral, ce virus 
est de preference sous forme vivante. S'agissant d'un vecteur poxviral, on preferera 
employer une souche attenuee comme la souche MVA ou la souche Copenhague 
thymidine kinase negative. Enfin un vecteur viral recombinant peut etre attenue par 
un traitement chimique approprie connu de I'homme du rrietier. Toutefois, on peut 
aussi envisager d'injecter un vecteur recombinant tue. 

Selon un mode de mise en oeuvre prefere, une composition pharmaceutique selon 
I'invention comprend une quantite therapeutiquement efficace d'un vecteur 
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recombinant en association avec un support acceptable d'un point de vue 
pharmaceutique. Le support est choisi de maniere a permettre son administration 
par injection a riiomme ou a Tanimal. EUe peut egalement comprendre un vehicule, 
un diluant et/ou un adjuvant et se presenter sous forme liquide ou lyophilisee. 

La presente invention concerne egalement une composition pharmaceutique selon 
I'invention, a titre de medicament pour le traitement ou la prevention du cancer du 
col de I'uterus, d'une dysplasie du col de bas grade et d'une infection a 
papillomavirus. 

Enfm, la presente invention a egalement trait a une methode de traitement ou de 
prevention des pathologies citees ci-dessus, selon laquelle on administre a un 
individu ayant besoin d'un tel traitement line quantite efFicace d'un point de vue 
pharmaceutique d*un melange de polypeptide ou d'un vecteur recombinant en usage 
dans la presente invention. 

La presente invention est illustree par reference aux Figures suivantes. 

La Figure 1 est une representation schematique du vecteur pTG5021 permettant 
le transfert au locus TK de la vaccine Copenhague des genes tardifs LI et L2 de 
HPV-16 places sous le controle du promoteur p7,5K, les deux cassettes etant en 
orientation opposee Tune par rapport a I'autre. 

La Figure 2 est une representation schematique du vecteur pTG5065 permettant 
le transfert au locus KIL de la vaccine Copenhague des genes precoces E6 et E7 
de HPV-16 places sous le controle du promoteur pH5R (les deux cassettes etant 
en orientation opposee Tune par rapport a I'autre), du gene IL-2 humain (IL2h) 
place sous le controle du promoteur p7,5K et du gene marqueur LacZ (btaGAL) 
place sous le controle du promoteur pKlL. 

La Figure 3 iliustre de maniere schematique la strategie qui peut etre employee 
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pour introduire les genes tardifs LI et L2 de HPV-16 au sein de la zone d'exclusion 
II d'un vims de la vaccine MVA, les bras de recombinaison gauche et droit etant 
indiques (BRG2 et BRD2) respectivement. 

EXEMPLES 

La presente invention est plus completement decrite, sans pour autant etre limitee, 
a I'aide des exemples suivants. 

Les constructions decrites ci-dessous sont realisees selon les techniques generales 
de genie genetique et de clonage moleculaire, detaillees dans Maniatis et al, (1989, 
supra) ou selon les recommandations du fabricant Iorsqu*on utilise un kit 
commercial. La mutagenese dirigee in vitro par oligonucleotides synthetiques est 
efFectuee a I'aide du kit distribue par Amersham. Les techniques d*amplification par 
PGR sont connues de I'homme de Tart (voir par exemple PGR Protocols-A guide 
to methods and applications, 1990, edite par Innis, Gelfand, Sninsky et White, 
Academic Press Inc). S'agissant de la reparation des sites de restriction, la 
technique employee consiste en un remplissage des extremites 5' protuberantes a 
I'aide du grand fragment de I'ADN polymerase I 6!E, coli (Klenow). 

Les etapes de clonage, les bacteriophages M13 recombinants sont multiplies sur 
la souche E. coli NM522 (Stratagene) dans un milieu minimum gelose (agar 7,5 
%) ou dans un milieu riche LBM liquide. Les plasmides recombinants portant le 
gene de resistance a Tampicilline sont repliques dans les souches E. coli C600 
(Stratagene), BJ 5183 (Hanahan, 1983, J. Mol. Biol. 166, 557-580) et NM522 sur 
milieu gelose ou liquide supplemente de 100 jig/ml d'antibiotique. On utilise 
preferentiellement la souche BJ5183 lorsque le clonage est efFectue par 
recombinaison homologue (Bubeck et al., 1993, Nucleic Acid Res. 2/, 3601- 
3602). 
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La construction des virus de la vaccine recombinants est effectuee selon la 
technologic classique dans le domaine divulguee dans les documents deja cites et 
dans Mackett et al., (1982, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79, 74 15-7419) et Mackett 
et al. (1984, J. Virol. 49^ 857-864). 

5 

EXEMPLE 1 : Construction du virus de la vaccine CopQnhague 

VVTG5Q21&5065 exprimant les genes E6. E7. LI et L2 du 
HPV-16 et le gene humain IL-2. 

1 0 A. Isolement des genes LI et L2 de HPV16 

Les fragments codant pour les proteines LI et L2 sont isoles par PGR a partir 
d'ADN genomique de cellules Caski (ATCC 1550) selon les techniques generales 
de Tart. Le fragment d*amplification portant les sequences LI est sous clone dans 

15 le vecteur M13TG130 (Kieny et aL, 1983, Gene 26, 91-99), pour donner la 
construction M13TG817L La sequence du gene LI clone revele plusieurs 
mutations par rapport a la sequence contenue dans Genebank (accession K02718) : 
C a la place d'un A en position 248, C a la place d*un A en position 253, G a la 
place d*un A en position 537, G a la place d'un C en position 682, G a la place d*un 

20 A en position 874, insertion d'un triplet ACT en position 1393, deletion d'un triplet 
GAT en position 1390. L'insertion du fragment PGR portant les sequences L2 dans 
le vecteur M13TG6131 conduit a M13TG9126. On denombre 5 mutations 
ponctuelles par rapport a la sequence divulguee dans Genebank : G a la place d'un 
T en position 378, A a la place d*un G en position 691, A a la place d'un G en 

25 position 702, G a la place d'un A en position 990 et G a la place d'un A en position 
1092. A titre indicatif, le vecteur M13TG613 1 derive de M13TGI3 1 (Kieny et al., 
1983, supra) par mutation du site BgUl interne situe en dehors des sites multiples 
de clonage. 

30 B. Constvuciion du vecteur pTG502 1 pour le transfert des genes LI et L2 
dans le locus TK du genome du virus de la vaccine 
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Le gene codant pour la proteine LI est modifie par creation d'un site Bglll en 
amont de TATG initiateur. Le gene mute est excise du vecteur precedent 
(M13TG8185) par digestion BgHl-Sacl et insere entre les sites BamWl et Sad du 
pTGl86-poly. La construction resultante est denommee pTG4019. Le vecteur de 
5 transfert pTG186-poly est decrit en detail dans le brevet frangais 2 583 429. II 
comporte 10 sites de restriction pour I'insertion du gene a transferer et le 
promoteur p7,5K pour le controle de son expression. 

Le gene codant pour la proteine L2 est isolee de M13TG9I26 par digestion BgHl- 
10 Hindlll puis clone entre les sites BamHl et Hindlll en 3* du promoteur 7,5K. On 
obtient M13TG9127 dans lequel on introduit par mutagenese localisee un site Sa/l 
en amont du promoteur. Le bloc d'expression "p7,5K-gene L2" est isole du vecteur 
mute M13TG9129 et clone dans le site Sad du vecteur de transfert pTG4019 de 
telle maniere que les deux cassettes p7,5K-Ll et p7,5K-L2 soient en orientation 
15 inverse. La construction ainsi obtenue pTG5021 est representee a la Figure 1. Les 
blocs d'expression sont transferes dans le genome du virus de la vaccine souche 
Copenhague par recombinaison homologue. Le virus recombinant designe 
VVTG502 1 est isole par selection au 5-bromodeoxyuridine (5BUDR) 

20 C Isolement des genes E6 et E7 de HPVI6 

Les genes E6 et E7 sont isoles a partir de la lignee cellulaire Caski comme decrit 
aux exemples 2 et 3 du brevet europeen EP 0 462 187. Deux constructions ont ete 
derivees du clone M13E7/E6 contenant les genes E6 et E7 du HPV-16 afin de 

25 faciliter les etapes ulterieures de clonage. La premiere designee M13TG8188 
resulte de I'introduction par mutagenese dirigee de sites Pstl et BamHI 
respectivement en amont et en aval du gene E7 et la seconde, M13TG8189 
comporte un site Psll en amont du gene E6. L'introduction de mutations 
ponctuelles en amont d'un ATG initiateur et en aval d'un codon stop sont a la 

30 portee de I'homme de I'art. 
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L'association de la proteine E7 de HPV-16 avec le produit du gene de 
retinoblastome a ete demontree par divers auteurs (voir par exemple Munger et al., 
1989, EMBO J. <3, 4099-4105) et correlee a son pouvoir transformant. Pour des 
raisons evidentes de securite, on genere un mutant non oncogene delete des 
5 sequences codant pour les acides amines 21 a 26 de la proteine E7 native impliques 
dans la fonction de transformation par mutagenese dirigee du vecteur M13TG8188 
a Taide de Toligonucleotide oTG51 18 (SEQ ID NO: 1). On obtient M13TG9104. 
Le gene E7 mute est designe ci-apres E7*. 

10 De meme, 11 a ete demontre que la proteine E6 de HPV-16 pouvait interagir avec 
le produit d'expression du gene suppresseur de tumeurpJi (Crook et al., 1991, 
Cell 67, 547-556). Le domaine implique dans cette interaction a clairement ete 
defini et se situe entre les residus 111 a 115 de la proteine native. Le vecteur 
M13TG9125 est genere par mutagenese de M13TG8189 a Taide de 

15 Toligonucleotide oTG5377 (SEQ ID NO: 2). Le gene E6 mute est designe ci-apres 
E6*. 

D. Construction du vecteur de transfert pTG5065 porteur des genes E6 et E7 
de HPV-16 et du gene de VIL-2 humaine integres au locus KIL. 

20 

Le fragment EcoKL K de 5,2 kb de I'extremite gauche du genome du virus vaccine 
Copenhague (Guillard et al., 1985, J. Virol. 53, 316-318) est clone dans le 
plasmide pUC8 (Gibco BRL) linearise par EcoBJ. Le vecteur ainsi obtenu est 
ensuite soumis a une digestion menagee par BgHl suivi d'une ligation afin de 

25 deleter un fragment de 855 pb codant pour le gene de restriction d'hote KIL 
(Guillard et al., 1986, Proc. Natl. Acad. Sci., USA5i, 5573-5577). Le fragment 
Bglll de 3,4 kb est isole de cette construction intermediaire designee pUC8Khr 
puis clone dans le site BamHl du plasmide pUC7 (Gibco BRL). On genere pB AC 1 
dans lequel on introduit un adaptateur AT/oI a gauche du s'ltQ Bgill unique. Apres 

30 digestion parXhol et Bg/ll, on insere un fragment SaH-Bglll portant le promoteur 
vaccine p7,5K. Les deux sites EcoRl sont elimines par digestion EcoBl suivi d'un 
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traitement par la Klenow et d'une religation. Le vecteur pTG2147 est obtenu par 
introduction dans le site unique Bg/U d'un site multiple de clonage isole du vecteur 
p poly II (Lathe et al., 187, Gene 57, 193-201) isole sous forme d'un fragment 
Bg/ll-BamHL II comprend done les bras de recombinaison permettant Tinsertion 
au locus KIL encadrant le promoteur p7,5K suivi des sites de restriction. 

Les genes E6* et E7* sont clones en aval du promoteur vaccine pH5R contenu 
dans le vecteur M13TG9132, pour donner respectivement M13TG9138 et 
M13TG9139. A titre indicatif, le vecteur M13TG9132 provient de insertion du 
promoteur du gene HSR isole par PGR du genome viral dans le phage 
M13TG6131. 

Par ailleurs, I'ADNc codant pour rinterleukine-2 humaine est isole du plasmide 
pTG36 (brevet fran<?ais 2 583 770). introduit dans un vecteur intermediaire et 
resorti par digestion Sall-BamHl pour etre insere dans le vecteur de transfert 
pTG2147 ciblant le locus KIL. L*insertion se fait au niveau des sites Pstl et Xbal 
situes en aval du promoteur p7,5K, a Taide d'adaptateurs de clonage. On obtient 
pTG5056. 

Le bloc d'expression pH5R-E6* est isole du vecteur M13TG9I39 sous forme d'un 
fragment ^^/II-^a/wHI qui est introduit dans le site BaniHl du vecteur pTG5056. 
On genere le vecteur pTG5060, Le bloc d'expression pH5R-E7* est purifie de 
M13TG9138 et insere au site BamHI du vecteur pTG5060, pour donner pTG5062. 
On indique que Tinsertion au locus KIL conduit a des virus recombinants ayant une 
capacite de replication reduite voire meme detruite dans certains types cellulaires. 
Pour ces raisons, on introduit un marqueur de selection positive pour faciliter 
ridentification des virus recombinants. Le vecteur pTG5065 resulte du clonage 
dans le site BamHI de pTG5062 d'une cassette d'expression "pKlL-gene LacZ" 
isolee du plasmide pIV75 (Chen et al., 1993, Virology J96, 682-693) par clivage 
Bgfll' BamHI, Comme visualise a la Figure 2, il permet le transfert des blocs E6*, 
E7* et IL-2 au sein du locus KIL du virus de la vaccine 
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Le virus de la vaccine recombinant, denomme VVTG5065, est genere par 
recombinaison homologue apres transfection du vecteur pTG5065 dans les cellules 
embryonnaires de poulet infect ees par la vaccine Copenhague sauvage et reperees 
par coloration sous gelose au X-Gal. Les virus de la vaccine VVTG502I et 
5 VVTG5065 sont utilises dans des essais d'infections doubles. Les doubles 
recombinants sont selectionnes selon les deux marqueurs : formation de plages 
bleues en presence de X-Gal et deletion du marqueur TK. Ceux-ci, denommes 
VVTG5021&5065, expriment les blocs p7,5K-IL-2, pH5R-E6* et pH5R-E7* 
integres au locus KIL et les blocs p7,5K-Ll et p7,5K-L2 integres au locus TK, 

10 

L'expression des genes de HPV peut etre verifiee par analyse en Western blot a 
I'aide d*anticorps monoclonaux ou polyclonaux appropries ou par PGR reverse. La 
production d'lL-2 peut etre evaluee par test ELISA ou test CTL comme decrit 
dans la litterature. 

15 

EXEMPLE 2: Construction d'un virus vaccine Copenhague exprimant les genes 
E6. E7. et le gene IL-2 humain 

L'ADNc codant pour rinterleukine-2 humaine est isole du plasmide pTG36 par 
20 digestion Psil et insere dans le site Ps/l du plasmide pTG186, donnant lieu a 
pTG188. Le virus obtenu par recombinaison homologue est denomme VVTG188. 

Le gene E6* est isole de M13TG9125 sous forme d*un fragment Psil-BamHI et 
insere en aval du promoteur 7,5K entre les sites Psil et Xbal de pTG2147 en 

25 presence d'un adaptSLteur BamHI-Xbal, donnant lieu a pTG5057. Le gene E7* est 
place sous le controle du promoteur vaccine HSR produisant MI3TG9I38 et la 
cassette bordee par les sites BamHl-Bglll est sous-clonee dans le site BaniHI de 
pTG5057. On obtient pTG5059, dans le site BamHl duquel on insere le marqueur 
de selection LacZ sous la dependance du promoteur du gene vaccine KIL isole par 

30 digestion Bgfll-BamHl du vecteur pIV75. La construction resultante est designee 
pTG5061 et le virus genere par recombinaison homologue avec le genome vaccine 
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VVTG506L 

Un vims de la vaccine recombinant exprimant les genes E6* et E7* integres au 
locus KIL et le gene de riL-2 humaine integre au locus TK est obtenu par co- 
5 infection de cellules embryonnaires de poulet par les virus VVTG5061 et 
VVTG188. Le virus doublement recombinant est designe VVTG5061&188. 

EXEMPLE 3 : Construction d'un virus vaccine Copenhague exprimant les genes 
E6- E7. et le gene co dant pour le coFacteur d'adhesion B7. 1 humain 

10 

L*ADNc codant pour B7. 1 est isole d'une preparation d'ARNm obtenue de la lignee 
cellulaire Daudi (ATCC CCL-213) par PGR reverse en utilisant les amorces 
OTG6353 et oTG6352 (SEQ ID NO: 3 et 4). On indique que la sequence du gene 
est divulguee dans Genebank sous le numero d'accession M27533. Le fragment 

15 amplifie est clone entre les sites Bglll et EcoRl du M13TG6131 conduisant au 
M13TG9149 puis entre les sites BamHL et EcoKL du pTG186. La construction est 
denommee pTG5090 et le virus obtenu par recombinaison homologue VVTG5090. 
Un virus de la vaccine exprimant les genes E6* et E7* de HPV-16 integres au 
locus KIL et le gene B7. 1 humain integre au locus TK est obtenu par co-infection 

20 de cellules embryonnaires de poulet par les virus VVTG5061 et VVTG5090. le 
virus recombinant est designe VVTG5061&5090. 

EXEMPLE 4: Construction d'un virus vaccine souche MVA exprimant les genes 
E6. E7. et le gene B7.1 integres au sein de la zone d'excision III 

25 

Le virus MVA derive de la souche du virus de la vaccine Ankara, II n'est pas 
capable de generer des particules infectieuses sur les cellules de mammiferes mais 
se developpe correctement sur des fibroblastes embryonnaires de poulet. Son 
adaptation a ces cellules a provoque I'excision de 6 regions non essentielles pour 
30 son developpement et son cycle infectieux sur ce type de cellules (disparition 
d'environ 15 % du genome viral ; Meyer et al., 1991, J. Gen. Virol. 72, 1031- 
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1038). L'integration de materiel genetique exogene peut etre realise au niveau de 
Tune quelconque de ces zones d'excision. Dans le cadre de la presente invention, 
on utilise les excisions II et III localisees au niveau des fragments de restriction 
/////dlll N et A respectivement (Altenburger et al., 1989, Arch. Virol. 105, 1 5-27). 

5 

Dans un premier temps, on construit le vecteur pTG6019 permettant insertion 
dans la zone d'excision III du virus MVA. Les bras de recombinaison homologue 
de part et d'autre de la zone d'excision III sont isoles par PGR a partir du genome 
viral (voir brevet americain US 5,185,146) et des amorces oTG7637 etTG7638 

10 (SEQ ID NO: 5 et 6) pour le bras gauche et oTG7635 et oTG7636 (SEQ ID NO: 7 
et 8) pour le bras droit. Les fragments amplifies sont clones au site EcoKL du 
vecteur pTGlE, pour donner pTG6019. Le materiel genetique a transferer est 
insere entre les deux bras de recombinaison. Le vecteur pTGlE est similaire au 
pTGlH (brevet fran^ais 2 583 429) mis a part la presence d'un adaptateur EcoKL 

15 a la place de sites multiples de clonage. 

On insere en premier lieu une cassette d'expression du gene marqueur^/zi* y4. Le 
promoteur 7,5K est tout d'abord clone dans le site BamHl de pTG6019. On 
obtient pTG6021 dans le site BamUl duquel on insere le gene gtis A genere sous 

20 forme d'un fragment Bg/ll-BamHl. Celui-ci peut etre obtenu a partir de la sequence 
divulguee dans la litterature. La construction resultante est denommee pTG6022. 
La presence du marqueur va permettre de discriminer les virus sauvages des virus 
recombinants par detection de Tactivite enzymatique GUS par le substrat XglcA. 
Une coloration rouge revele Tactivite p -glucuronidase. Cependant, dans Toptique 

25 d'une application clinique, il peut etre utile d'etre en mesure d'eliminer ce marqueur 
bacterien du produit final apres la selection des virus recombinants. Pour ce faire, 
on met a profit la capacite de la vaccine a deleter les sequences comprises entre 
deux sites homologues. C'est pourquoi on insere un second promoteur p7,5K en 
aval du gene gns A dans une orientation sens par rapport a celui qui dirige 

30 I'expression de ce dernier. Le vecteur pTG6022 est modifie par insertion entre les 
sites BaniHI et Sad d'un fragment p7,5K muni d'extremites cohesives, pour donner 
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pTG6025. 

Celui-ci est complete par rinsertion des cassettes d'expression des genes E6* et 
E7* mutees. On commence par introduire une nouvelle sequence promotrice p7,5K 
5 cette fois en orientation antisens par rapport aux precedentes. Cette consruction 
denommee pTG6039 comprend done la cassette GUS labile "p7,5K->gifs A- 
p7,5K-^" suivie de p7,5K dans I'orientation opposee. En parallele, les genes E6* 
et E7* sont isoles respectivement des vecteurs M13TG9104 et M13TG9125 par 
digestion BamHl et Ps/l et assembles en orientation opposee I'un a Tautre au site 
1 0 Psd de Ml 3TG6 13 1 . L'ensemble est resorti sous forme d'un fragment Psil qui est 
insere dans pTG6039 linearise par cette meme enzyme. On obtient le vecteur 
pTG6056 qui contient les sequences suivantes p7,5K->gns y4-p7,5K->E7*- 
E6*^p7,5K". 

1 5 Le gene immunostimulateur B7. 1 est integre dans cette derniere construction. Pour 
ce faire, le vecteur pTG6056 est clive par HindUl et Kpnl avant d'etre mis en 
ligation en presence des oligonucleotides oTG1045 1 et oTG10450 (SEQ ID NO: 9 
et 10), pour generer pTG6070. Ces derniers vont permettre le clonage de la 
cassette d'expression "pH5R-B7. 1 " par recombinaison homologue. A cet effet, les 

20 sequences BIA isolees de M13TG9149 sont donees en aval du promoteur vaccine 
pH5R, pour former M13TG9184. Le fragment Bglll-Eco'Rl portant la cassette est 
integre dans le vecteur pTG6070 linearise par Xhol par recombinaison homologue 
dans E. coli. On obtient le vecteur pTG6079 qui au total comporte le gene 
marqueur gus A sous une forme "labile" et les cassettes d'expression des genes 

25 precoces de HPV-16 ainsi qu'une cassette du gene de costimulation B7. 1. Le virus 
genere par recombinaison homologue avec le genome MVA est designe 
VVTG6079. 

Les blocs d'expression des genes tardifs du HPV-16 peuvent etre inseres au sein 
30 de la zone d'excision II a I'aide du vecteur de transfert pTG6018. Celui-ci est 
construit par insertion au site EcoBl de pTGlE des bras de recombinaison gauche 
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et droit bordant rexcision II, generes par PCR en utilisant les amorces oTG7665 
et OTG7584 (SEQ ID NO: 11 et 12) et oTG7639 et oTG7640 (SEQ ID NO: 13 
et 14). Comme precedemment, on integre entre les deux bras une cassette 
d'expression d'un marqueur positif pour faciliter la detection des virus 
5 recombinants, celui-ci pouvant etre elimine apres I'etape de selection (Spehner et 
al., 1990, J. Virol. 64, 527-533). Le vecteur pTG6020 resulte du clonage du gene 
LacZ place en aval du promoteur p7,5K dans le vecteur pTG6018 linearise par 
BamHl. Le pTG6020 est modifie par Tinsertion d'une sequence p7,5K entre ses 
sites BamHl et Sad situes en aval du gene LacZ. On obtient pTG6024. Les 
10 cassettes LI et L2 peuvent ensuite etre introduites selon une strategie telle que 
montree a la Figure 3. 

EXEMPLE 5: Constaiction d'un virus vaccine souche MVA exprimant les genes 
E6, E7. et le gene IL-2 integres au sein de la zone d'excision III 

15 

On utilise la meme strategie que precedemment pour introduire le gene IL-2 dans 
le vecteur pTG6056, Apres clonage des oligonucleotides de recombinaison 
OTG10503 et oTG10502 (SEQ ID NO: 15 et 16) pour produire pTG6076, ce 
dernier est clive par Xhol et le fragment Bglll-EcoBd prepare a partir de 

20 M13TG9185 (pH5R-IL-2) insere par recombinaison homologue. Le vecteur 
pTG6090 ainsi obtenu comprend le gene marqueur 5-^/5^4 sous une forme "labile", 
les cassettes d'expression des genes precoces de HPV-16 ainsi qu'une cassette du 
gene IL-2 humain. Le virus recombinant obtenu par recombinaison homologue 
avec le genome MVA est designe VVTG6090. Les genes tardifs peuvent etre 

25 integres dans la zone d'excision II en mettant en oeuvre le pTG6018, comme 
indique ci-dessus. 

EXEMPLE 6 : Validation du vecteur VVTG5021&5065 en modele animal 
30 A, E( tides de tox/c/fe 
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Des souris nude ont regu 10^ pfii de VVTG5021&5065 ou 10^ pfli de virus vaccine 
sauvage par vole intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanee ou intracraniale. Des 
lots de 5 souris sont constitues selon le type de virus injecte et la voie 
d*administration et on evalue 26 jours apres {'injection, le nombre d*animaux 
5 presentant des lesions liees a la vaccine. Les souris ayant refu le virus recombinant 
ne montrent aucune lesion quelles que soient la voie d'administration utilisee alors 
que la majorite des animaux traites avec la vaccine sauvage presente des lesions 
avec une frequence et une gravite fonction de la voie d'administration. De plus, des 
deces sont enregistres dans le cas rfune injection intraveineuse et intracraniale. Ces 
10 donnees montrent que le VVTG5021&5065 est attenue par rapport au virus 
sauvage et qu'il n'entraine pas de lesions meme apres une injection intracraniale. 

B, Efficacite in vivo du virus WTG5021&5065 

15 Des souris C57BL6 ont ete vaccinees a trois reprises par voie sous-cutanee avec 
10'' pfli de VVTG5021&5065. Trois jours apres la derniere immunisation, ces 
animaux sont eprouves avec 10^ cellules E7W1 implantees en sous-cutane. A titre 
indicatif, les cellules E7WI proviennent d'une lignee de lymphome murin 
transfectee par un vecteur exprimant le gene E7 oncogene de HPV-16. Le 

20 pourcentage de survie des animaux en fonction du temps est compare a celui 
obtenu avec des souris temoins traitees avec 10^ pfli d*un virus de la vaccine non 
recombinant VVTG186 (derive du vecteur TGI 86 decrit ci-dessus). Le suivi de la 
mortalite montre une difference entre les deux groupes. Dans le groupe temoin, 
100 % des animaux sont morts a J36 alors que 40 % des animaux vaccines par 

25 VVTG5021&5065 sont encore vivants a J36 et plus de 30 % a J5 1. 

Ainsi les virus recombinants exprimant des antigenes de HPV et un gene 
immunostimulateur presentent une activite antitumorale a I'encontre des cellules 
tumorales exprimant I'oncogene E7 de HPV- 16. 



30 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATION GENERALE : 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: TRANSGENE SA 

(B) RUE: 11 rue de Molsheim 

(C) VILLE: Strasbourg 

(E) PAYS: France 

(F) CODE POSTAL: 67082 

(G) TELEPHONE: (33) 88 27 91 00 

(H) TELECOPIE: (33) 88 27 91 11 

(ii) TITRE DE L' INVENTION: Composition pharmaceutique contre les 
tumeurs 

et infections a papillomavirus 
(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 16 

(iv) FORME LISIBLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Tape 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC-DOS/MS -DOS 

(D) LOGICIEL: Patentin Release #1.0, Version #1.25 (OEB) 



( 2 ) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO : 1 : 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 3 6 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 
{D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE : NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Human papillomavirus 

(B) SOUCHE: HPV-16 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese oTG5118 

(E7 delete 21 a 26) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 
TCTGAGCTGT CATTTAATTG AGTTGTCTCT GGTTGC 3 6 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 3 2 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 
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(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomigue) 
(iii) HYPOTHETIQUE: WON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Human papillomavirus 

(B) SOUCHE: HPV-16 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthase oTG5377 

(E6 delete 111 a 115) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 2: 
TGTCCAGATG TCTTTGCAGT GGCTTTTGAC AG 32 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO : 3 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 3 5 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NOW 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Homo sapiens 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthase oTG6353 
(PGR gene B7 , 1) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 3: 
TCAGCCCCTG AATTCTGCGQ ACACTGTTAT ACAGG 3 5 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO : 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 3 3 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Homo sapiens 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthase oTG6352 
(PCR gene B7 . 1) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 
TTGACCCTAA AGATCTGAAG CCATGGGCCA CAC 33 
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(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO : 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 3 2 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE : NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Vaccinia virus 

(B) SOUCHE: Ankara modifiee 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese OTG7637 

(PGR zone III) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 5: 
GGGGGGGAAT TCAGTAAACT TGACTAAATC TT 3 2 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO : 6 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 3 9 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Vaccinia virus 

(B) SOUCHE: Ankara modifiee 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese OTG7638 

(PGR zone III) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 6: 
GGGGGGGGAT CCGAGCTCAC CAGCCACCGA AAGAGCAAT 3 9 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 3 2 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
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(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Vaccinia virus 

(B) SOUCHE: Ankara modifiee 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthase OTG7635 

(PGR zone III) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 
GGGGGGGGAT CCGGAAAGTT TTATAGGTAG TT 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 3 0 paires de bases 

(B) TYPE; acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Vaccinia virus 

(B) SOUCHE: Ankara modifiee 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthase oTG763 6 

(PGR zone III) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 
GGGGGGGAAT TCTTTGTATT TACGTGAACG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 9: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 7 8 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthase oTG10451 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 9: 
CTTATACAGG GCGTACACTT TCCCTTCTCA ATCTCTCTCG AGTTGTATTT ATTTTCATTT 
TTTAAGTATA GAATAAAA 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 10: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 86 paires de bases 
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(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese oTG10450 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 

AGCTTTTTAT TCTATACTTA AAAAATGAAA ATAAATACAA CTCGAGAGAG ATTGAGAAGG 60 

GAAAGTGTAC GCCCTGTATA AGGTAC 86 

(2) INFORiyiATION POUR LA SEQ ID NO: 11: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
<A) LONGUEUR: 3 9 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISMS: Vaccinia virus 

(B) SOUCHE: Ankara modifiee 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese oTG7665 

(PCR zone II) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 11: 
ATGGTACCGA ATTCCATCTA CCAATTCATC CAACAACAT 3 9 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 12: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 41 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Vaccinia virus 

(B) SOUCHE: Ankara modifiee 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese oTG7584 

(PCR zone II) 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 12: 
GGCTGCAGGA TCCGAGCTCA TCATGACGTC CTCTGCAATG G 41 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 13: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 32 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE : NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Vaccinia virus 

(B) SOUCHE: Ankara modifiee 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese oTG7639 

(PGR zone II) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 13: 
GGGGGGGGAT CCTGTGAATC ATCCATTCCA CT 32 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 14: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 33 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Vaccinia virus 

(B) SOUCHE: Ankara modifiee 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese oTG7640 

(PCR zone II) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 14: 
GGGGGGGAAT TCGTTACTAA ATTGCAAGGA AAT 33 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 15: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 69 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: 'lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
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(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 
(vi) ORIGINE: 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese oTGl0503 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 15: 
CTCAAGTCAG TGTTGAGATG ATGCTTTGAC AACTCGAGTT TATTTTCATT TTTTAAGTAT 60 
AGAATAAAA 69 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 16: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 77 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
{D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
{iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese oTG10502 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 16: 
AGCTTTTTAT TCTATACTTA AAAAATGAAA ATAAACTCGA GTTGTCAAAG CATCATCTCA 60 
ACACTGACTT GAGGTAC 77 
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Revendications 



I . Composition pharmaceutique destinee au traitement ou a la prevention d'une 
5 infection ou tumeur a papillomavims qui comprend a titre d'agents 
therapeutiques : 

(I) au moins un polypeptide originaire de la region precoce d*un 

papillomavirus et au moins un polypeptide originaire de la region 
tardive d'un papillomavirus, 

10 (2) au moins un polypeptide originaire de la region precoce d*un 

papillomavirus, au moins un polypeptide originaire de la region 
tardive d'un papillomavirus et au moins un polypeptide ayant una 
activite immunostimulatrice, ou 
(3) au moins un polypeptide originaire d'une region precoce ou tardive 

15 d'un papillomavirus et au moins un polypeptide ayant une activite 

immunostimulatrice. 



2. Composition pharmaceutique selon la revendication 1, caracterisee en ce que le 
polypeptide originaire de la region precoce d'un papillomavirus derive de la 
20 proteine E6, de la proteine E7 ou des proteines E6 et E7 d'un papillomavirus. 



3. Composition pharmaceutique selon la revendication 2, caracterisee en ce que le 
polypeptide originaire de la region precoce d'un papillomavirus est un variant 
non oncogene de la proteine E6 et/ou E7 d|un papillomavirus. 

25 

4. Composition pharmaceutique selon Tune des revendications 1 a 3, caracterisee 
en ce que le polypeptide originaire de la region tardive d'un papillomavirus 
derive de la proteine LI, de la proteine L2 ou des proteines LI et L2. 

30 5. Composition pharmaceutique selon Tune des revendications 1 a 4, caracterisee 
en ce que le polypeptide ayant une activite immunostimulatrice est selectionne 
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panmi legroupe constitue par rinterleukine-2, rinterleukine-12 et les molecules 
de co-adhesion B7.1 et B7.2. 

Composition pharmaceutique selon la revendication 5, caracterisee en ce que le 
polypeptide ayant una activite immunostimulatrice derive de rinterleukine-2. 

Composition pharmaceutique selon la revendication 5 ou 6, caracterisee en ce 
que le polypeptide ayant une activite immunostimulatrice derive de la molecule 
B7.1. 

Composition pharmaceutique selon Tune des revendications 1 a 7, caracterisee 
en ce qu'elle comprend : 

(1) un polypeptide originaire de la region E6, un polypeptide originaire 
de la region E7, un polypeptide originaire de la region LI et un 
polypeptide originaire de la region L2 d'un papillomavirus, 

(2) un polypeptide originaire de la region E6, un polypeptide originaire 
de la region E7 d'un papillomavirus et un polypeptide derive de 
rinterleukine-2, 

(3) un polypeptide originaire de la region E6, un polypeptide originaire 
de la region E7 d'un papillomavirus et un polypeptide derive de la 
molecule B7.1, 

(4) un polypeptide originaire de la region E6, un polypeptide originaire 
de la region E7 d'un papillomavirus, un polypeptide derive de la 
molecule B7.1 et un polypeptide derive de rinterleukine-2, 

(5) un polypeptide originaire de la region E6, un polypeptide originaire 
de la region E7, un polypeptide originaire de la region LI, un 
polypeptide originaire de la region L2 d*un papillomavirus et un 
polypeptide derive de rinterleukine-2, 

(6) un polypeptide originaire de la region E6, un polypeptide originaire 
de la region E7, un polypeptide originaire de la region LI, un 
polypeptide originaire de la region L2 d'un papillomavirus et un 
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polypeptide derive de la molecule B7.1, ou 
(7) un polypeptide originaire de la region E6, un polypeptide originaire 

de la region E7, un polypeptide originaire de la region LI, un 
polypeptide originaire de la region L2 d'un papillomavirus, un 
polypeptide derive de la molecule B7. 1 et un polypeptide derive de 
rinterleukine-2. 

9. Composition pharmaceutique selon Tune des revendications 1 a 8, caracterisee 
en ce que le papillomavirus est selectionne parmi les types HPV-16, HPV-18, 
HPV-3 1, HPV-33 et/ou HPV-45, 

10. Composition pharmaceutique destinee au traitement ou a la prevention d'une 
infection ou tumeur a papillomavirus qui comprend a titre d'agent(s) 
therapeutique(s) un ou plusieurs vecteur(s) recombinant(s) dans le(s)quel(s) sont 
inseres des fragments d'ADN codant pour : 

(1) au moins un polypeptide originaire de la region precoce d'un 
papillomavirus et au moins un polypeptide originaire de la region 
tardive d*un papillomavirus, 

(2) au moins un polypeptide originaire de la region precoce d'un 
papillomavirus, au moins un polypeptide originaire de la region 
tardive d'un papillomavirus et au moins un polypeptide ayant une 
activite immunostimulatrice, ou 

(3) au moins un polypeptide originaire d'une region precoce ou tardive 
d*un papillomavirus et au moins un polypeptide ayant une activite 
immunostimulatrice ; 

lesdits fragments d'ADN etant places sous le controle des elements necessaires 
a leur expression dans une cellule ou un organisme hote, 

1 1. Composition pharmaceutique selon la revendication 10, caracterisee en ce que 
lesdits polypeptides ont les caracteristiques definies aux revendications 2 a 9. 
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12. Composition pharmaceutique selon !a revendication 10 ou 11, caracterisee en 
ce que le vecteur recombinant est un vecteur viral derivant du genome d'un virus 
selectionne pamii les poxvirus, les adenovirus, les retrovirus, les virus de Therpes 
et les virus associes a I'adenovirus. 

5 

13. Composition pharmaceutique selon la revendication 12, caracterisee en ce que 
ie vecteur recombinant derive d'un poxvirus selectionne parmi le groupe 
constitue par le virus de la vaccine, le canaripox et le fowlpox. 

10 14. Composition pharmaceutique selon la revendication 13, caracterisee en ce que 
le vecteur recombinant derive d'un virus de la vaccine selectionne parmi les 
souches Copenhague, Wyeth et Ankara modifiee (MVA). 

15, Composition pharmaceutique selon la revendication 13 ou 14, caracterisee en 
15 ce que les elements essentiels a Texpression des fragments d'ADN codant pour 
lesdits polypeptides comprennent un promoteur d'un gene d'un virus de la 
vaccine selectionne parmi les promoteurs des genes thymidine kinase (TK), 
7,5K, HSRetKlL. 

20 16. Composition pharmaceutique selon la revendication 14 ou 15, caracterisee en 
ce que le vecteur recombinant derive d*un virus de la vaccine de la souche 
Copenhague et que les fragments d'ADN codant pour lesdits polypeptides sont 
inseres dans le locus TK et/ou le locus KIL dudit virus de la vaccine. 

25 17. Composition pharmaceutique selon la revendication 14 ou 15, caracterisee en 
ce que le vecteur recombinant derive d'un virus de la vaccine de la souche MVA 
et que les fragments d'ADN codant pour lesdits polypeptides sont inseres au 
niveau de Tune quelconque des zones d'excision selectionnees parmi les excisions 
I, II, III, IV, V et VI dudit virus de la vaccine. 

30 

18. Composition pharmaceutique selon Tune des revendications 10 a 17, destinee au 
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traitement ou la prevention d'une infection ou tumeur a papillomaviais 
caracterisee en ce qu'elle comprend un ou plusieurs vecteur(s) recombinant(s) 
derive(s) d'un viais de la vaccine de la souche Copenhague ou MVA dans 
le(s)quel(s) sont inseres : 

(1) un fragment d'ADN codant pour la proteine E6 d'un papillomavirus, 
un fragment d'ADN codant pour la proteine E7 d'un papillomavirus 
et un fragment d'ADN codant pour la molecule B7. 1, 

(2) un fragment d'ADN codant pour la proteine E6 d'un papillomavirus, 
un fragment d'ADN codant pour la proteine E7 d'un papillomavirus 
et un fragment d'ADN codant pour rinterleukine-2, 

(3) un fragment d'ADN codant pour la proteine E6 d'un papillomavirus, 
un fragment d'ADN codant pour la proteine E7 d'un papillomavirus, 
un fragment d'ADN codant pour la molecule B7. 1 et un fragment 
d'ADN codant pour rinterleukine-2, 

(4) un fragment d'ADN codant pour la proteine E6 d'un papillomavirus,- 
un fragment d'ADN codant pour la proteine E7 d'un papillomavirus, 
un fragment d'ADN codant pour la proteine LI d'un papillomavirus 
et un fragment d'ADN codant pour la proteine L2 d'un 
papillomavirus, 

(5) un fragment d'ADN codant pour la proteine E6 d'un papillomavirus, 
un fragment d*ADN codant pour la proteine E7 d'un papillomavirus, 
un fragment d'ADN codant pour la proteine LI d'un papillomavirus, 
un fragment d'ADN codant pour la proteine L2 d'un papillomavirus 
et un fragment d'ADN codant pour la molecule B7. 1, 

(6) un fragment d'ADN codant pour la proteine E6 d'un papillomavirus, 
un fragment d'ADN codant pour la proteine E7 d'un papillomavirus, 
un fragment d'ADN codant pour la proteine LI d'un papillomavirus, 
un fragment d'ADN codant pour la proteine L2 d'un papillomavirus 
et un fragment d'ADN codant pour rinterleuk:ine-2, ou 

(7) un fragment d'ADN codant pour la proteine E6 d'un papillomavirus, 
un fragment d'ADN codant pour la proteine E7 d'un papillomavirus. 
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un fragment d'ADN codant pour la proteine LI d'un papillomavirus, 
un fragment d'ADN codant pour la proteine L2 d'un papillomavirus, 
un fragment d'ADN codant pour la molecule B7. 1 et un fragment 
d'ADN codant pour rinterleuk:tne-2. 

5 

19. Composition pharmaceutique selon Tune des revendications 10 a 17, destinee a 
la prevention d'une infection ou tumeur a papillomavirus caracterisee en ce 
qu'elle comprend un ou plusieurs vecteur(s) recombinant(s) derive(s) d'un virus 
de la vaccine de la souche Copenhague ou MVA dans le(s)que!(s) sont inseres : 

10 ( 1 ) un fragment d'ADN codant pour la proteine L 1 d'un papillomavirus, 

un fragment d'ADN codant pour la proteine L2 d'un papillomavirus 
et un fragment d'ADN codant pour la molecule B7. 1, 

(2) un fragment d'ADN codant pour la proteine LI d'un papillomavirus, 
un fragment d'ADN codant pour la proteine L2 d'un papillomavirus 

15 et un fragment d'ADN codant pour rinterleukine-2, ou 

(3) un fragment d'ADN codant pour la proteine LI d'un papillomavirus, 
un fragment d'ADN codant pour la proteine L2 d'un papillomavirus, 
un fragment d'ADN codant pour rinterleukine-2 et un fragment 
d'ADN codant pour la molecule B7. 1 . 

20 

20. Composition pharmaceutique selon I'une des revendications 10 a 19, caracterisee 
en ce que le vecteur recombinant est vivant ou tue. 

21. Composition pharmaceutique selon I'une des revendications 1 a 20, caracterisee 
25 en ce qu'elle comporte un support acceptable d'un point de vue pharmaceutique 

permettant son administration par injection a Thomme ou a ranimal. 



22. Composition pharmaceutique selon I'une des revendications 1 a 21, a titre de 
medicament pour le traitement ou la prevention du cancer du col de Tuterus, 
30 d'une dysplasie du col de bas grade et d'une infection a papillomavirus. 
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